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(S) Procede de preparation enzymatique de macrolactone. 

@ (-'invention conceme un proosde de preparation enzymatique de macrolactone pdyinsaturee du 
groupe A des streptogramines au moyen d'un microorganisme ou d"une preparation acellulaire issue de 
ce microorganisme, capable d'oxyder la liaison 2-3 de la D-proiine des macrolactones en dehydropro- 
line. 
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La presente invention concerns !e domalne des byconversions. Plus particulierement, elle concerne un 
precede enzymatique de preparation de macrolactones de formule (1) a partlr de macrolactone de formule (2) 
au moyen d'un microorganisme ou d'une preparation acellulaire issue de ce microorganisms. 
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Les macrolactones de formule (1) et (2) sont connues sous d liferents noms en fonction de leurs origines 
30 (tableau). 
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Formule (1) 


Formule (2) 


pristinamycine PIIA 
rnikamycine A 
ostreogrycine A 
streptogramine A 
synergistine Al 
vernamycine A 
virginiarnycine Ml 


pristinamycine HB 
ostreogrycine G 

virginiarnycine M2 
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Ces molecules presentent )a structure generals des macrolactones polyinsatures que Ton rencontre dans 
les antibiotiques de la famille des streptogramines. Ces antibiotiques sont en effet constitues de I'association 
synergique d'une macrolactone polyinsaturee (composante du groupe A) et d'un depsipeptide (composante 
du groupe B). Le mode d'action et I'activit6 antimicrobienne de ces antibiotiques ont ete etudies par different*; 
auteurs (Tanaka et al. Antibiotics vol.111 p. 487, Springer Berlin, 1975 ; Vasquez et a!. Antibiotics vol.lll p. 521 , 
Springer Berlin, 1975). 

II ressort notamment de ces drfferentes etudes qu'une meilleure synergie est obtenue lorsque I'on utilise 
uniquement la macrolactone (1) comme composante du groupe A 

Par ailleurs, une caracteristique des macrolactones polyinsaturees du groupe A des streptogramines est 
d'etre peu solubles en milieu aqueux. Ceci constitue un inconvenient important dans le developpement phar- 
macoiogique de ces molecules, puisque leurs modes d'ad ministration en sont tres limites. 

Afin de pallier a ce probteme, une nouvelle generation de derives hemi-synthetiques hydrosolubles a ete 
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mise au point (EP 135410 ; EP 191662 ; US 4775753). La voie d'hemisynthese utilisee consiste essentielle- 
ment en I'addition de thiol sur la liaison insaturee en 2-3 de la dehydroproline des macrolactones. Toutefois, 
compte tenu de la structure des macrolactones, seule la macrolactone (1) peut etre utilisee dans cette voie 
d'hemisynthese. 

5 Or, dans les systemes de production actuels, les macrolactones de formule (1) et (2) sont synthetisees 

simultanement, et en melange avec d'autres composantes des streptogramines. 

II est done important de pouvoir augmenter la proportion de compose (1) par rapport au compose (2) dans 
les milieux de production. 

II est egalement important de pouvoir valoriser les composes (2) qui sont co-synthetises avec le compose 
10 (1), et isoles du mout de fermentation de maniere paralleie. 

Recemment, Purvis et al ont evoque la possibflite que la macrolactone (2) soit un intermediate de bio- 
synthese de la macrolactone (1) (J. Am. Cherru Soa, 1989, 111, 5931). Rien cependant dans ce document ne 
decrit ni ne donne les moyens d'explorter ce mecanisme reactionnel. 

La demanderesse a maintenant montre qu'il est possible de convertir, a des taux eleves, la macrolactone 
15 (2) en macrolactone (1) au moyen d'un mlcroorganisme ou d'une preparation acellulaire issue de celui-ci. 

Un objet de (a presente invention reside done dans un procede de preparation d'un compose de formule 
(1) caracterise en ce que I'on traite un compose de formule (2) en presence d'un mlcroorganisme ou d'une 
preparation acellulaire issue de ce microorganisme, capable d'oxyder la liaison 2-3 de la D-proline des macro- 
lactones polyinsaturees du groupe A des streptogramines en dehydroproline. 
20 La presente invention peut etre utilisee In vitro comme in vivo. 

In vitro, elte permet de synthetlser la macrolactone (1) a partir de macrolactone (2) isolee du moot de fer- 
mentation, qui n'est pas directement valorisable. L'invention permet alnsl de convertir a des taux eleves la ma- 
crolactone (2) en substrat pour des reactions d'hemisynthese. 

In vivo, eile permet d'augmenter le taux de macrolactone (1) au detriment de la macrolactone (2) directe- 
25 ment dans les melanges issus de la fermentation. II est en etfet possible d'introduire directement dans le milieu 
de production des macrolactones, un microorganisme ou une preparation acellulaire issue de celui-ci et dotee 
de ractrvite d'oxydation. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre du procede de T invention, le mlcroorganisme ou la preparation 
acellulaire qui en est issue est ajoute directement dans le milieu de production de la macrolactone (2). 
30 Dans un mode prefere de mise en oeuvre de I'invention, on traite le compose (2) au moyen d'une prepa- 

ration acellulaire. 

La presente invention permet ainsi d'obtenir de maniere simple la macrolactone (1) avec des taux de 
conversion du compose (2) atteignant 50 % en utilisant les microorganismes entiers, et depassant 90 % lorsque 
des preparations acellulaires issues de ces microorganismes sont utilisees. 
35 Les microorganismes utilisables dans la presente invention peuvent etre selecu'onnes de plusieurs manie- 

res. Notamment, la presente invention decrit un test permettant d'identifier les microorganismes possedant I'ac- 
tivite enzymatique requise, et de donner une estimation quantitative de cette activite. Ce test consiste a 
effectuer les etapes suivantes : 

- incuber une culture du microorganisme etudie ou une preparation acellulaire issue de celui-ai en pre- 
40 sence du compose (2) marque, 

- prelever au cours du temps des echantfllons du milieu de culture, 

- separer les composes (1) et (2), 

- mesurer le marquage incorpore dans le compose (1), et 

- determiner le rapport de ce marquage sur le marquage introduit 

45 Le rapport ainsi obtenu permet d'acceder au taux de conversion en compose (1), et done au niveau d'ac- 

tivite enzymatique du microorganisme en culture. II est entendu que la selection des microorganismes peut 
etre effectuee par toute autre methode permettant de reveler la presence de I'activite enzymatique. et que Tap- 
proche quantitative est facultative. 

En utilisant ce mode de selection, differents microorganismes ont ete mis en evidence, dotes d'une activite 
so enzymatique elevee. 

Avantageusement, dans le procede de I'invention, le microorganisme utilise est choisi parmi les actinomy- 
cetes et les champignons. 

En particulier, les microorganismes producteurs de streptogramines conviennent generalement dans le 
procede de I'invention. II en est de meme pour lesjnicroorganismes producteurs de la macrolactone (1). 
55 Parmi ceux-ci, on peut citer plus particulierement les souches suivantes: 

Streptomyces pristinaespiralis 
Streptomvces alborectus 
Streptomyces diastattcus 
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Streptomvces araminofaciens 
Streptomvces mitakaensis 
Streptomvces jojdensjs 
Strep torn yces olivaceus 
Streptomvces ostr6ogrtseus 
Streptomvces Virginia, ou 
Micromonospora. 

Ces microorganismes peuvent etre cultiv6s dans des conditions standard de fermentation aerobie. Notam- 
ment, le milieu nutritrf est generalement constitue d'une source de carbone. d'une source d'azote et de sels 
mineraux. Comme source de carbone on peut utiliser en particulier sucres, huUes, acides organiques, dextrines, 
amidons, glycerol... Comme source d'azote, on peutciter les acides amines, farines veg6tales et extraits (maite! 
soja. graines de coton, tomates, mafe...), visceres, hydrolysats varies (caseine, levure...) et sous-produits irw 
dustriels tels que "distillers soluble*. Comme source minerales on peut utiliser des chlorures, nitrates, carbo- 
nates, sulfates et phosphates de sodium, potassium, ammonium ou calcium, ou des elements trace tels que 
is magnesium, fer, cuivre, zinc, manganese ou cobalt 

De plus, en utBisant le test de selection decrit ci-avant, la demanderesse a montre que I'activite enzyma- 
tique recherchee etait exprimee de mantere transitoire par les differents microorganismes etudies. Des cine- 
tiques ^expression de cette activite enzymatique ont ete realises, qui permettent de definir, pour les 
microorganismes Studies, la p6riode de croissance au cours de laquelle ['expression de I'activite enzymatique 
20 est optimale. Ceci permet done d'ameiiorer considerablement les rendements du procede de I'invention 

Dans un mode prefers de Invention, on utilise un microorganisme ou une preparation acellulaire issue 
d'un microorganisme en phase de production optimale de I'activite enzymatique. 

Toujours selon la presente invention, H est possible, apres une premiere etape de selection, d'utiliser les 
microorganismes poss6dant I'activite enzymatique requise pour preparer des souches derivees, presentant de 
25 meilleures potentiates catalytiques, etfou penmettant une exploitation industrielle plus performante. De telles 
souches peuvent etre obtenues en utilisant differents outils de mutagenfcse, tels que notamment 

- des agents physiques : rayons X, rayons ultra-violet, 

- des agents chimiques : agents alkylants (Emylmethanesurfonate, nitrosoguanidine, NQO...), bialkylants 
ou intercalants, 

30 - des systemes d'insertion mutationnel sur 1'ADN : transposons, plasmides integratifs, phages ou propha- 

ges... ou toute autre technique connue de I'homme de Tart 

Encore selon la presente invention, il est possible de selectionner au sein d'une population de cellules pre- 
sentant I'activite enzymatique requise, celles qui possedent la meilleur activite enzymatique et/ou donnent les 
meiJIeurs rendements dans le procede de ('invention. 
35 Dans un mode particulier de mise en oeuvre du procede de ['invention, on utilise un microorganisme pro- 

ducteur de streptogramines ou derive d'un microorganisme producteur de streptogramines. 

Preferentiellemnt, on utilise un microorganisme choisi parmi le groupe comprenant : 
S.pristinaespiralis ATTC 25486 
S.ostreogriseus ATTC 27455 

40 S.mitakaensis ATTC 15297 

S. olivaceus ATTC 12019 

S.loTdensis ATCC 11415 

etles microorganismes drives de ceux-ci. 

La reaction enzymatique de conversion peut etre effectu6e soit dans le milieu de fermentation, soit dans 
45 un milieu aqueux tamponne, selon que Ton utilise un microorganisme intact ou une preparation acellulaire, et 
que Ton opere directement dans le milieu de production des macrolactones ou avec un compose (2) isde'du 
moQt de fermentation. 

Lorsqu'une preparation acellulaire est utilisee, if peut etre avantageux d'ajouter au milieu reactionnel un 
ou plusieurs cofacteurs enzymatiques. Notamment, les cofacteurs suivants permettent d'ameiiorer les rende- 
60 ments de la reaction : NAD, NADP. NADH, NADPH, FAD et FMN. 

Les autres parametres de la reaction sont adaptes par I'homme de Tart en fonction des conditions utilisees. 

Un autre objet de invention concerne les preparations acellulaires possedant une activite enzymatique 
capable d'oxyder la liaison 2-3 de la D-proline des macrolactones polyinsaturees du groupe A des streptogra- 
mines en dehydroproline. 

S5 Ces preparations acellulaires peuvent etre obtenues par differentes methodes. En particulier, elles peuvent 

etre obtenues par (a) rupture des microorganismes d6crits ci-avant et (b) elimination 6ventuelle des debris eel- 
lulaires. 

La rupture des microorganismes peut etre effectuee par differentes techniques, et notamment des techni- 

4 
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ques physiques, chimiques ou enzymatiques. A titre d'exemple. on peut citer comme techniques physiques 
I'ultrasonification, ie broyage aux billes de verre ou la "French press- et comme technique enzymatique ta lyse 
au lysozyme. 

La rupture peut §tre realis^e directement dans le milieu de fermentation des cellules. Toutefois, on prefer© 
5 operer en milieu aqueux tamponne. A cet egard, n est possible d'utiliser un tampon inorganique (phosphate 
de potassium, ...) ou organique (Bis-tris, Bis-tris propane). Par ailleurs, la reaction est avantageusement rea- 
lise en presence d'un agent reducteur. On peut notamment utiliser le dithiothreitol. Selon le microorganisme 
de depart et les conditions de la rupture, le pH de la preparation acellulaire est ajuste entre pH 5,0 et pH 8 0 
avec une preference entre 6 et 7. 

10 Lorsque cela est desire, les debris cellulaires peuvent etre 6limin6s de diverses facons, la plus simple 

consistant a centrifuger la suspension obtenue aprds rupture et £ reprendre le sumageant 

Pour verifier que la preparation acellulaire possfcde bien I'activite enzymatique recherchee, ou pour s6lec- 
tionner la preparation acellulaire la plus active, il est possible d'utiliser le test precedemment decrit pour la se- 
lection des microorganismes. 

15 Par ailleurs, pour obtenir des preparations acelluiaires ayant une activite optimale, il est possible, avant 

de proceder a retape de rupture, de determiner la phase de croissance des microorganismes entiers corres- 
pondanta rexpression maximale de I'activite enzymatique. On peut en particulier utiliser les courbes cinetiques 
obtenues avec le test decrit precedemment 

Preferentiellement, dans le precede d'obtention des preparations acelluiaires de I'invention, retape de rup- 
20 ture est realisee sur des microorganismes en phase de production optimale de I'activite enzymatique. 

D'autres objets et avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des exemples qui suivent, 
qui doivent etre conslder6s comme Hlustratifs et non limitatifs. 
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Exemple 1 



Cet exemple decrit la preparation de macrolactone (2) radiomarquee au carbone 14. 

750 nCi de [U- 14 C]-L-Proline sont ajoutes dans une culture en erlenmeyer de S.pristinaespiralis sur milieu 
de production (cf. exemple 3) £g6e de 17 heures. Quand ia culture est Sgee de 24 heures, eile est recuefllie 
et les macrolactones (1) et (2) sont extraites selon le protocole suivant 
30 55 ml de tampon phosphate 0, 1 M pH 2,9 et 25 ml d'acetonitrile sont ajoutes aux 30 ml de moot, et le me- 

lange est agite puis centrifuge. Apres evaporation partielle du sumageant, celui-ci est extrait 3 fois par un vo- 
lume de dichloromethane, et les 3 phases chlorom6thy16niques sont regroupees et mises £ sec. Le residu est 
repris par du chloroforme a 2 % de methanol puis injecte sur une colonne de silice nue et le compose (2) est 
eiu6 dans du chloroforme a 5 % de methanol. Le compose (2) est purifie par chromatographie sur couche mince 
35 de silice nue avec pour 6luant du chloroforme & 8 % de methanol. Juste avant usage, il est repurifie par CLHP 
sur colonne Nucieosil C8 (systems decrit dans I'exemple 3). 

Comme pour les preparations acelluiaires (cf. figure 1), le moment choisi pour ajouter la proline marquee 
est important pour obtenir des activites specifiques eiev6es. 

40 Exemple 2 

Cet exemple decrit un test permettant la selection des microorganismes utilisables dans I'invention. II il- 
lustre egalement comment le niveau d'activite enzymatique est dependant du moment du pavement des 
cultures par rapport au debut de la production des Streptogramines. 

45 Le microorganisme teste est une culture de S.olivaceus tris ATCC 1 201 9 cultivee dans les conditions de 

I'exemple 6. A differents temps, une preparation acellulaire est prepare a partir d'echantillons de cette culture, 
de la maniere suivante: 5 g d'un culot de centrifugation. lave par un tampon phosphate 0,1M pH 7.2 a 10 % 
v/v de glycerol, sont repris par 1 0 ml de tampon Bis tris propane 1 00 mM pH 6.8 contenant 5 mM de dithiothreitol 
et 0,2 mg/l de lysozyme. La suspension est incub6e 30 minutes a 27°C, puis centrifugee & 30000 g pendant 

so 30 minutes. 

Un extrait acellulaire contenant 50 ug de proteines (issu de la preparation obtenue ckJessus) est incub6 
dans un volume total de 500 uJ dans du tampon Bis-tris propane 50 mM pH 6,8 contenant 0,25 umole de NADH ; 
1 nmole de FMN et 3,65 ug de compose (2) marque au carbone 14 selon I'exemple 1 (soit 55nCi) pendant 1 
heure a 27°C. La reaction est stoppee par addition de 500 uJ d'acetonitrile et 500 uJ d'acide chlorhydrique 0,1 N. 
55 Apres homogeneisation et centrifugation, 200 uJ du sumageant sont injectes sur une colonne anaJytique 

nucieosil C8 5u de 15 cm eiuee e 0.8 mJ/mn par un melange de 34 % CH3CN et 66 % tampon phosphate 0,1 M 
pH 2,9. Les composes (1) et (2) sont doses par detection spectrophotometrique a 206 nm et par detection ra- 
diochimique. 
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Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 1. Us indiquent que S.olivaceus possede I'activite enzy- 
matjque recherch6e. Us montrent egalement que cette acoVite est exprimee de manure transitoire, ta phase 
de production optimale se situant autour de 21 heures de culture. Us montrent enfin que I'activite apparaft au 
debut de la phase production de Streptogramines mais que des extraits acellulaires actife peuvent toutefois 
5 §tre prepares avant le demarrage de la production de Streptogramines. 

Exemple 3 

Cetexemple illustre ie precede de Invention lorsqu'un microorganisme intact est utilise. 

10 0,5 ml d'une suspension de spores de Streptomyces pristinaespiralis ATCC 25486 sont ajoutes en condi- 

tions sterfles & 40 ml de milieu inoculum dans un erien de 300 ml. Le milieu inoculum est constitue de 10 g/l 
de Com steep ; 15 g/l de saccharose; 10 g/l de (NHO2SO4; 1 g/l de K 2 HP0 4 ; 3 g/l de NaCI; 0,2 g/l de MgS0 4 - 
7H 2 0 ; 1,25 g/l de CaC0 3 . Le pH est ajuste a 6,9 par de la soude avant I'lntroduction du carbonate de calcium. 
L'erlen est agit6 pendant 46 heures 30 minutes h 27°C sur un shaker rotatif & la vitesse de 325 tr/min. 

15 2,5 ml de la culture precedente ag§e de 46 heures 30 minutes sont ajoutes sterilement & 30 ml de milieu 

de production dans un erien de 300 mi. Le milieu de production est constitue de 25 g/l de farine de soja ; 7,5 
g/l d'amidon ; 22,5 g/l de glucose ; 3,5 g/l de levure torula ; 0,5 g/l de sulfate de zinc ; et 6 g/l de carbonate de 
calcium. Le pH est ajustg d 6 avec de I'acide chiorhydrique avant I'ajout du carbonate de calcium. Les ertens 
sont agites pendant 24 heures a 27°C sur un shaker rotatif & la vitesse de 325 tr/min. 10 mg/l de compose (2) 

20 marque au carbone 14 prepare selon I'exemple 1 (soit 5,2 uCi de 1 *C par erien) sont ajoutes dans les ertens 
aux temps 0 et 17 heures 30 minutes. La reaction est stoppee au temps 24 heures par addition de 2 volumes 
d'un melange de 34 % CH3CN et 66 % tampon phosphate 0, 1 M pH 2,9. Apres homog6neisation et centrifu- 
gation, 200 uJ du surnageant sont injectes sur une colonne de nucleosO C8 5u elu6e par un melange de 34 % 
CH 3 CN et 66 % tampon phosphate 0,1M pH 2,9 afin de doser le compost (1) forme & partir du compose (2) 

25 radioactif. Les taux de conversion du compose (2) en compose (1) sont calcules k partir de la quantite de ra- 
dioactivity retrouv6e dans le compost (1), ramen6e d la radioactivity introduce dans l'erlen (ertens bouches k 
circulation d'air : debit 1 l/min). 

Les r6sultats sont presentes ci-dessous: 

30 , 



Temps d'ajout 


Tauxde 


Compose (2) 


du compose (2) 


conversion 


residuel % 


0 


36 


11 


17 heures 30 minutes 


45 


29 



Exemple 4 

40 Le protocole decrit dans I'exemple 3 est reproduit en utBisant une suspension de spores de Streptomyces 

ostreogriseus ATCC 27455. Les resultats obtenus sont presentes ci-dessous: 



Temps d'ajout 
du compose (2) 


Tauxde 
conversion 


Compost (2) 
residue! % 


17 heures 30 minutes 


44 


19 



50 Exemple 5 

Le protocole decrit dans I'exemple 3 est reproduit en utilisant une suspension de spores de Streptomyces 
mitakensis ATCC 15297. Les resultats obtenus sont presentes ci-dessous : 

55 
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Temps d'ajout 


Taux de 


Compose (2) 


du compost (2) 


conversion 


residue 1 % 


0 


34 


10 


17 heures 30 minutes 


43 


18 



Exemple 6 

Le protocole decrit dans I'exemple 3 est reproduit en utBisant une suspension de spores de Streptomyces 
olivaceus ATCC 12019. Les resultats obtenus sont presentes ci-dessous: 



Temps d'ajout 


Taux de 


Compose (2) 


du compose (2) 


conversion 


residue! % 


0 


39 


14 


17 heures 30 minutes 


50 


16 



Exempte 7 

Le protocole decrit dans ('exemple 3 est reproduit en utflisant une suspension de spores de Streptomyces 
loTdensis ATCC 1 1415. Les resultats obtenus sont presented ci-dessous : 



Temps d'ajout 
du compose (2) 


Taux de 
conversion 


Compose (2) 
residue! % 


0 

17 heures 30 minutes 


46 

53 


11 
16 



Exemple 8 

5 g d'un culot de centrifugation, lave par un tampon phosphate 0,1 M pH 7,2 a 10 % v/v de glycerol, d'une 
culture de S.olivaceus ATCC 12019 agee de 22 heures 30 minutes obtenue dans les conditions de I'exemple 

6 sont repris par 10 ml de tampon Bis-tris propane 50 mM pH 6,8. 

500 pi de cette preparation sont incubes avec 3,65 u.g de compose (2) marque au carbone 1 4 selon I'exem- 
ple 1 (55nCi) pendant 2 heures a 27°C. 1 ml d'un melange de 66 % de tampon phosphate 0,1 M pH 2,9 et de 
34 % d'acetonitrile sont ajoutes a la fin de I'incubatbn. Apres homogeneisation et centrifugation, 200 uJ du sur- 
nageant sont analyses en CLHP (exemple 3) afin de doser le compose (1) radioactif. 

Le taux de conversion du compose (2) en compose (1) est de 30 %. 

Exemple 9 

5 g d'un culot de centrifugation, lave par un tampon phosphate 0,1 M pH 7,2 a 10 % v/v de glycerol, d'une 
culture de S.loidensis ATCC 11415 agee de 17 heures 30 minutes obtenue dans les conditions de I'exemple 

7 sont repris par 10 ml de tampon Bis-tris propane 50 mM pH 6,8. 

500 uJ de cette pr6paration sont incubes avec 3,65 u.g de compost (2) marque au carbone 1 4 selon I'exem- 
ple 1 (55nCi) pendant 2 heures a 27°C. 1 ml d'un melange de 66 % de tampon phosphate 0,1 M pH 2,9 et de 
34 % d'acetonitrile sont ajoutes a la fin de I'incubation. Apres homogeneisation et centrifugation, 200 uJ du sur- 
nageant sont analyses en CLHP (exemple 3) afin de doser le compose (1) radioactif. 

Le taux de conversion du compose (2) en compose (1) est de 53 %. 
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Exemple 10 

5 g d'un culot de centrifugation, lave par un tampon phosphate 0,1 M pH 7,2 h 1 0 % v/v de glycerol, <f une 
culture de S.prlstinaespiralis &gee de 19 heures obtenue dans les conditions de I'exemple 3 sont repris par 10 
5 mi de tampon Bis-tris propane 100 mM pH 6,8 contenant 5 mM de dithiothreitol et 0,2 mg/l de lysozyme. La 
suspension est incubee 30 minutes k 27°C, puis centrifugee & 30000 g pendant 30 minutes. Le sumageant 
constitue la preparation aceliuiaire. 

Dans une premiere experience, 207 uJ de cette preparation (1 mg de proteines) sont incubes dans un vo- 
lume total de 500 ui dans du tampon Bis tris-propane 50 mM pH 6,8 contenant 0,25 umole de NADH ; 1 nmole 
10 de FMN et 3,65 ug de compose (2) marque au carbone 14 selon I'exemple 1 (55nCi) pendant 1 heure & 27°C. 

Dans une deuxieme experience, on utilise 414 uJ de la preparation aceliuiaire (2 mg de proteines). 

Les reactions sont stoppees par addition de 500 pj de CH 3 CN et 500 uJ d'acide chlorhydrique 0,1 N. Apres 
homogeneisation et centrifugation, 200 uJ du sumageant sont injectes sur une colonne de nucleosil C8 5u. eluee 
par un melange de 34 % CH 3 CN et 66 % tampon phosphate 0,1 M pH 2,9 afin de doser ie compose (1) forme 
15 d partir du compose (2) radioactif. Les taux de conversion du compose (2) en compose (1) sontcalcules comme 
dans I'exemple 3. 

Les resultats obtenus sont presentes ci-dessous: 



Volume de 


Taux de 


Compose (2) 


suspension 


conversion 


residuel % 


207 nl 


63 


29 


414 nl 


76 


17 



Exemple 1 1 

5 g d'un culot de centrifugation, lave par un tampon phosphate 0,1 M pH 7,2 £10 % v/v de glycerol, d'une 
30 culture de S.olivaceus ATCC 12019 Sgeede 21 heures obtenue dans les conditions de I'exemple 6 sont repris 
par 10 ml de tampon Bis-tris propane 100 mM pH 6,8 contenant 5 mM de dithiothreitol et 0,2 mg/l de lysozyme. 
La suspension est incubee 30 minutes & 27°C, puis centrifugee d 30000 g pendant 30 minutes. Le sumageant 
constitue la preparation aceliuiaire. 

Un extrait aceliuiaire (22 uJ de la preparation ci-dessus) contenant 0,1 mg de proteines, est incube dans 
35 un volume total de 500 ul dans du tampon Bis-tris propane 50 mM pH 6,8 contenant 0,25 umole de NADH ; 1 
nmole de FMN et 3,65 u.g de compose (2) marque au carbone 14 selon I'exemple 1 (55nCi) pendant 1 heure 
a 27°C. 

La reaction est stoppee par addition de 500 uJ de CH 3 CN et 500 uJ d'acide chlorhydrique 0,1 N. Apres ho- 
mogeneisation et centrifugation, 200 jil du sumageant sont analyses en CLHP afin de doser le compose (1) 
40 radioactif. 

Le taux de conversion du compose (2) en compose (1) est de 93 %. 
Exemple 12 

45 5 g d'un culot de centrifugation. lave par un tampon phosphate 0,1 M pH 7,2 A 10 % v/v de glycerol, <fune ! 

culture de S.loTdensis ATCC 11415 Sgee de 17 heures 30 minutes obtenue dans les conditions de I'exemple j 
7 sont repris par 10 ml de tampon Bis-tris propane 100 mM pH 6,8 contenant 5 mM de dithiothreitol et 0,2 mg/l 
de lysozyme. La suspension est incubee 30 minutes £ 27°C, puis centrifugee & 30000 g pendant 30 minutes. 1 
Le sumageant constitue la preparation aceliuiaire. 

50 79 ul de cette preparation aceliuiaire, soit 0,2 mg de proteines, sont incubes dans un volume total de 500 ! 

uJ dans du tampon Bis-tris propane 50 mM pH 6,8 contenant 0,25 umole de NADH ; 1 nmde de FMN et 3,65 j 
ug de compose (2) marque au carbone 14 selon I'exemple 1 (55nCi) pendant 1 heure & 27°C. j 

La reaction est stoppee par addition de 500 uJ de CH 3 CN et 500 uJ d'acide chlorhydrique 0,1 N. Apres ho- 
mogeneisation et centrifugation, 200 ui du sumageant sont analyses en CLHP afin de doser le compose (1) I 

65 radioactif. j 

Le taux de conversion du compose (2) en compose (1) est de 92 %. | 

; 
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Revendications 



1. Procede de preparation d'un compose de formule (1) 



10 



H 3 C| «.. 



H 3 C 



15 




caracteris6 en ce que I'on traite un compose de formule (2) 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



3. 



H 3 C 




CH 



en presence d'un microorganisme ou d'une pr6paration acellulaire issue de ce microorganisme, capable 
d'oxyder la liaison 2-3 de la D-proline des macrolactones polyinsaturees du groupe A des streptogramines 
en dehydroproline. 

Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que le microorganisme ou la preparation acellulaire 
issue de celui-ci est ajoute directement dans le milieu de production du compose (2). 

Procede selon ia revendication 1 caracterise en ce que la reaction est conduite en milieu aqueux tampon- 
ne. 



4. Procede selon rune quelconque des revendications 1 a 3 caracterise en ce que I'on traite le compose de 
formule (2) au moyen d'une preparation acellulaire. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 caracterise en ce que Ton utBise un microorga- 
nisme ou une preparation acellulaire issue d'un microorganisme en phase de production optimale de I'ac- 
tivite enzymatique. 

6. Procede seion I'une quelconque des revendications 1 a 5 caracterise en ce que le microorganisme est 
choisi parmi les actinomycetes et ies champignons. 

7. Procede selon la revendication 6 caracterise en ce que le microorganisme est un microorganisme pro- 
ducteur de streptogramines ou derive tfun microorganisme producteur de streptogramines. 

8. Procede selon la revendication 7 caracterise en ce que le microorganisme est choisi parmi ies souches 
Streptomyces pristinaeapiralis, Streptomyces alborectus . Streptomvces diastaticus. Streptomvces araml 
nofaciens , Streptomyces mitakaensis, Streptomvces loldensis . Streptomvces olivaceus . Streptomvces 
ostreogriseus, Streptomvces Virginia et Micromonospora . et les derives de ces souches. 

9. Procede selon la revendication 4 caracterise en ce que la reaction est conduite en presence d'un ou plu- 
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sieurs cofacteurs enzymatiques. 

10. Preparation aceliulaire possedant une activity enzymatique capable d'oxyder la liaison 2-3 de la D-proline 
des macrolactones polyinsatur6es du groupe A des streptogramines en dehydroproline. 

11. Proc6d6 d'obtention d'une preparation aceliulaire selon la revendication 10 caracterise en ce que l*on ef- 
fectue les etapes suivantes: 

(a) rupture d'un microcrganisme tel que defini dans les revendications 1, 6, 7 et 8, et optionnellement. 

(b) elimination des debris cellulaires. 

12. Proc^de selon la revendication 1 1 caracterise en ce que la rupture des microorganismes est obtenue par 
traitement physique, chimique ou enzymatique. 

1 3. Proc£d6 selon les revendications 1 1 ou 1 2 caracterise en ce que la rupture est realisee en milieu aqueux 
tamponne. 

14. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 1 £ 13 caract6ris6 en ce que la rupture est effectuee 
sur des microorganismes en phase optenale depression de I'activite enzymatique. 
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: titre de la culture en Streptogramines A 
: % de transformation du compose (2) en 
(1) par les preparations acellulaires dans 
conditions decrites dans l'exemple 2. 
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